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L a presente invention est relative a des undecapepti- . 
des cycliques analogues de la somatostatins et a leur synthase 
par une combinaiscn de la methode en phase solide et de la metho- 
de classique de synthese des peptides. 
5 L a somatostatins (connue egalement sous le nom de fac 

teur inhibiteur de la liberation de somatotropins ou SRIF) est le 

tetradecapeptide : „ . — ., 

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-^hr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH. • 

On a identifie ce tetradecapeptide en 1'isolant d'ex- 

10 traits de tissus hypothalamiques d'animaux de la race bovine et 

• on a trouve qu'il inhibe la secretion de 1'hormone somatotroph 

que 1'on designe couramment par hormone de croissance (GH) , voxr 

Brazeau et consort, Science, 179, pages 77-79 (janvier 1973). 

Brazeau et consort (citation precedente), ont signale egalement 

15 que la forme lineaire de ce tetradecapeptide : 

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH . . 

• - a ete-:s y nthitisee par ,une ^ethodologie.-en phase solide. et qu elle 
presente la ..^e .activite biologique que la somatostatins o*tenue 
dvune source naturelle. Dans la demande de brevet aux Etats-TJnas 
20 d'Amerique n.° 430.441,du 3 janvier 1974, qui a ete delivrje sous 
le n° 3.882.098, on a decrit 1 ■ undecapeptide Des-Ala -Gly -Asn - 
SRIF et sa forme oxydee, et dans la demande de brevet des Etats- 
Unis d'Amerique n» 457.038 du 1 avril 1974, on a decrit le doce- 
capeptide Des-Ala^Gly 2 -SRIF et sa forme oxydee. 
25 Des analogues cycliques de somatostatine , ne contenant 

pas de cysteine, n'ont pas ete decrits dans la literature ante- 
rieure. Les undecapeptides cycliques de la presente invents 
comportent une structure cyclique qui ne. contient pas de soufre 
m ais bien du carbone a titre d'element du noyau et qui en outre 
30 ne comporte pas les aminoacides des positions 1 et 2 de . la soma- 
tostatine Cc'est-a-dire A la et Gly). 

Les undecapeptides cycliques de la presente invention, 
qui empechent la secretion de !■ hormone somatotropic, sont re- 
pr£sentes par la formule : 
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o=c- 
I 

HN 
I 



2 n 



H 2 N * CH 2 ) 4 " CH - c - As ^^e-Phe-T^Lv*s-Thr-Phe-Thr-Ser-NH-CH-C0 2 H (I) 
O 

5 dans laquelle Trp represente le D-tryptophyle ou le L-tryptophyle 
et tous les autres amirtoacides sont de la configuration L, l'in- 
vention englobant egalement les sels d' addition d'acide non toxi- 
ques des composes precedents. Dans cette formule, n est un nom- 
bre entier de 1 a 5 ; lorsque n est egal' a 1, l'aminoacide C-ter- 

10 minal est I'acide aspartique; lorsque n est egal a 2, l'amino- 
acide C-terminal est I'acide glutamique ; lorsque n est egal a 3, 
l'aminoacide C-terminal est I'acide a-aminoadipique • ; lorsque n 
est egal a 4, l'aminoacide C-terminal est I'acide a-aminopime li- . 
que - r . et lorsque n est egal a. 5, l'aminoacide C-terminal est * 

15 I'acide a-aminosuberique . Le compose prefere suivant la formule 
I susdite est le compose pour lequel n est egal a 2. 

Dbs.' exemple.s de- sels d 1 addition ~d • acide ..sont ..le . chlor- 
hydrate, le bromhydrate , le sulfate, , le phosphate, le maleate, 
l'acetate, le citrate, le benzoate,- le succinate, le rnalate, 

20 1 ' ascorbate etc . 

La nomenclature utilisee pour definir les peptides suit 
celle qui a ete adoptee par Schroder & Lubke dans "The Peptides" , 
1, pages VIII-XXIX (Academic Press 1965). Tous les restes d'ami- 
noacides chiraux, identifies par la formule I et les autres for- 

25 mules presentees par la suite sont de la configuration naturelle 
ou configuration L, sauf pour le Trp, qui est f aculta tivement de 
la configuration L ou D. 

La presente invention se rapporte egalement a de nou- 
veaux decapeptides de la formule : 

30 R-Lys (R 1 )-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (R 2 )-Thr (R 3 ) -Phe-Thr (R 4 ) -Ser (R 5 ) -R 6 

(ID 

dans laquelle R designe un groupe protecteur a-a-mino. Les grou- 
pes protecteurs a-amino envisages pour R sont les groupes connus 
comme etant d ' un interet en pratique dans la synthese graduelle 
35 des polypeptides. Parmi les classes de groupes protecteurs a- 

amino englobes par R, on peut citer : (1) les groupes protecteurs 
du type acyle illustres par les groupes suivants : formyle, tri- 
f luoroace tyle, phtalyle, toluenesulf onyle (tosyle), benzenes ulfo- 
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nyle. nitrcphenylsulfenyle. tritylsulfeny X. . O-nitrophenoxyaee ty- 5 
le T -chl=robutyryle. etc., (2, les group- protectors au type j 
ur thanne aromatiques. illustres- par 1. benzyloxycarbonyle et es . 
benzyloxycarbonyles substitues. tels ,« . p-chlorobenzy oxyca^o- j 
5 nyle o-nitrobenzyloxy=>rbcnyle; p-bromobenzyloxycarbonyle p-me- . 
tLxybenzyloxycarbonyle, 1- ( p-biphenylyl>-l-mSt„ylethoxy=arbonyle , ; 
a o-aimethyl-a.S-aimethoxybenzyloxycarbonyle et benzhydryloxycar- j 
bonyle (3) les groupas protecteurs d, type urethanne aromatr- | 
cues illustres par = ter-butyloxycarbonyle dirsopropylmetnoxy - 
XO c rbonyle. .i.^^. ^oxycarbonyle; '^^T 
nyle ,■ (4) lea groupas protacteurs du type urethanne cycle. 
q^s. illustres par . cyclopentyloxycarbonyle . aaamantyloxyc.rbo-. 
ny le cyclohexyloxycarbonyle , ,5, lea groupes protecteurs du type 
tLjrethanne. te!s que la phenylthiocarbonyle , (6, les groupes 
15 protecteurs au type alcoyle. tals q u . illustres par la 

Lthyle (trityle). le benzyle - »> W " ""^ no 

M tels que ae tximethylsilane. : lie 'groupe pxotecteux — 
prffSre : pour Rest le ter-butyloxycarbonyle. 

Dans la formule preceaente. R designe un groupe pro 
20 tacteur pour, le substituant amino ae chaine laterale de 1. lysrne. 
D es exempl.s aa groupas protacteurs appropr.es du^subst i uan 
amino da chatne lateral, sent la benzyloxycarbonyle et las be, 
zyloxycarbonyl.s substitues. la substituant etant cho.s parmi 
ie. radicaux halo (par example ehloro, bromo. fluoro) at n.tro 
„ <par example 2 -c„lorobenzyloxycarbonyle , p-nitrobenzyloxycarbony- 
c 3 4-dichlorobenzyloxycarbonyie). tosyle, t-amyloxycarbonyle . 
t-butyloxycarbonyle. aiisopropylmSthoxycarbonyle , etc. le cho« 
ae ce groupe protectaur du substituant amino de chaine atar 1 
n-est pas critique sauf qu-il doit s'agir d'un groupe qui » 
30 pas enleve aurant 1, separation au groupa protectee 

Lrs ae la synthase obtention de r unoecapeptide cycli 

que repond.nt » la sequence desiree d' aminoacides . D« . c fart 
le groupa protacteur a-amino et la groupa protectaur R du sub 
situant amino de 1, chaine laterale de 1. lysine; dasigne par R . 

35 ne peuvent pas euc 

Dans la formula preceaente, R 2 *st choisi parm les 

grouoes protecteurs de lysine, definis par R . 

3 R 4 et R 5 sont des groupes protecteurs pour le grou 
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pe hydroxy le alcoolique de la threonine et de la serine et lis 
sent choisis parmi 1'acetyle. le benzoyle, le butyle tertiaire, 
le trityle le benzyle, le dichloro-2,6 benzyle et le benzyloxy- 
carbonyle. Le groupe protect, ur. pre fere dans ce cas est le ben- 
5 zyle • R 3 et/ou R 4 et/ou R 5 peuvent aussi representer de 1'hydro- 
gene, ce qui signifie alors qu'iln'y m pas de groupe protecteur 
sur la fonc t ion hydroxy le alcoolique. 

r 6 est .choisi parmi OH, NHNI^ , N3, OCH 3 et 



IO 



CH 2 - 




15 xe support de resine de . polystyrene est de preference 

constitue par-w:^^ ^~ 
vinylbenkene a titre d-agent.de xe ticulation, ce. qui amene le po- 
lymere de polystyrene a etre totalement insoluble dans certains 

20 solvants organiques. "'Le polymere de polystyrene est compose ae 

longues chaines d'alcoyles. portant un noyau de phenyle.sur un cax- 
bone sur deux et le reste d'aminoacide terminal (Ser) est reum 
par une liaison . carbone-carbone covalente a ces noyaux de phenyle. 
Les chaines d'alcoyles sont reticulees a peu pres sur chaque cm- 

25 quantise atome de carbone par des restes de p-diethv Iphenyle , 
derivant du diviny lbenzene . 

La prescnte invention se rapporte egalement a de nou- 

veaux undecapeptides de la formule : 

R 0-C=0 

■ c I 

30 R 7 - L ys(R ] 0-Asn-Phe-Phe-Trp-x y s (R^)-Thr (R^)-phe— Thr(RJ- Ser (Rl-NH-CH 

' . ^Vn 

( I^I ) 8 I 

K1 - X1 R°0-C=0 

" dans laquelle R 7 est choisi parmi l'hydrogene et les groupes prc- 
35 tecteurs a-amino definis par R ; R 1 , R 2 , R 3 , R 4 et R 5 ont la me me 
signification que dans le cas de la formule JLI ; R & designe l'hy- 
drogene ou un groupe protecteur carboxyle de chaine laterale, qui 
est enleve sous des conditions qui ne separeront pas le groupe 



9 8 9 

protecteur a-carboxyle. R . De ce fait, R et R ne peuvent pas 

representer un meme groupe protecteur, Des examples de groupes 

protecteurs carboxyles de chaine laterale, representant R 8 / sont 

le butyle tertiaire, le benzhydryle et le methyle ; R 9 est un 

5 groupe protecteur a-carboxyle. Le groupe protecteur a-carboxyle 
„ 9 

represente par R est un groupe qui est stable sous les conditions 
qui (1) separent le groupe protecteur carboxyle R 8 , s'il y en a 
un, et (2) separent tout groupe protecteur a-amino se trouvant 
sur le groupe lysyle de la partie N-terminale du peptide. Le 

Q 

10 groupe protecteur carboxyle R est illustre par les alcoyles C^-C^ 
(par exemple methyle, ethyie, butyle, pentyle, isobutyle), le 
benzyle, les benzyles substitues (comportant au moins un substi- 
tuant des groupes nitro, methoxy et methyle, de sorte qu'il 
s'agit par exemple du p-me thoxybenzy le , du 2 , 4-dime thoxybenzyle , 

15 du p-nitrobenzyle, du 2 , 4 , 6-trime thylbenzyle) , le phenacyle, le 

phtalimidomethyle, le benzhydryle, le tr ichloroe thyle , le 4-pico- 

.. lyle,. .J.e..p-jn6i:hy.ltliioS.thyJLe..et..le 4 (methyl thio)plie.ny le. . Le grou- 
9 

pe.R -prefere est le benzyle. 

.La presente invention englobe 'egalement des composes 
20 repondant & -la formule : 

0 =c = : (ch 2 ) n 

lit 19*5 A C 

CH-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(R )-Thr (R J- phe -Thr (R )-Ser (Rj- ~" ~~ - 11 
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Mi-CH-CQ^R 

io (IV) 



HN-R 

dans laquelle R 3 , R 4 et R 5 ont la signification donnee pour la 
formule II ; R 10 est choisi parmi I'hydrogene et les groupes de- 

30 signes par R ; R 1 est choisi parmi I'hydrogene et les groupes 

9 12 , 

designes par R ; et R est choisi parmi I'hydrogene et les grou- 
pes designes par R 2 , a la. condition qu'au moins 1 1 un des R 3 , R 4 , 
R , R °, R 11 et R 12 soit different de I'hydrogene. 

On prepare les nouveaux decapeptides de la formule II 

35 en utilisant une synthese en phase solide. On commence la syn- 
thase a partir de 1" extremite C-terminale du peptide en utilisant 
une resine protegee par a-amino. On peut preparer une telle ma- 
tiere de depart en attachant une serine protegee par a-amino a 
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u „e resine chloron-ethylee ou una resine hydroxyoethylee . La pre- 

Tara ion de la .si. ' M ^ 

I y consort. Che m . (-dres, 33. 1597-SS _<196«» ™ re- 

/ne hloro^etnylee ..t aisponi.le surle ro ,rch. en provenance . 
5 la societe Bio R ad Laboratories , Ri«*-nd. Calrfornre. et la pre 
par t on t.11. resine a ete aecrite par Stewart et censor., 

'solid P hase Peptide Synthesis" (Frea.an t Co.. San Pranersoo 

Solid ra» v , A serine protegee par a-ammo et 

lQfitn chapitre 1,. pages 1-6. La serine v i r 

ell-e Iterale est co^i.e a.ec la ^ ^^^ 
1G suivant la precede de Gisin, He!v. & pages 47 7 • P. 

la co*inaiscn de cette. serine avec le support de resine 
l,„e le groups protecteur a-,-no. par exe.ple en ut Irsant =e 
"I i e rirluoro.ceti.ue dans du chlorure de .ethylene a. I 
d e trifluoroacetioue seul ou do BC1 dans du dioxane. La suppres 

r^iisee a une temperature comprise en 

u rmcn »■..*-■ .t 

d til. Classes de .separation, -^ttant. !• enl^t 

T-^-ri-jLciiliexs peuvent s'utiliser, com 
groupes pr Schro der * LuT»ke , citation precedente, 1. 

me decrit notamment par senroaer 

72 75 - Apres separation du groupe protected = -ar»ino, las 
20 pages 72-75. Apres K P rastants sont combines de manii- 

aminoacides proteges par a-amno restants so, de 
„ graduelle dans Vordre desire en vue d'obtenir » =-pos a. 
la L.ule (XX, ou bien a titre de variante de ' ^ 

ae cheque a m ino.cide au cours de la synthase ^ 

combines avant 1' addition a la reaction 
25 ^^' r^l Z^Z r..ctif approprie de oo^inaison 
en phase solide^ £*J w r ,actif de co^inai- 

est du domaine de 1 experience ^ a . di ^_ 

^««t^ est le N N -diisopropyl carboclii 
son particulierement approprie le N P ufc ._ 

mide. Comn.e mentionne precedenunent , les reactifs 

4->,^ P decrite ci-dessus sont les reactifs toien 
30 lises dans la synthese cecrue , 
connus dans !a technio.ua . des peptides. Be, espies de =es re = 
tifs sont = (1) les' =arbodiin,iaes (par =xe» P le H> > -aicyclone it 
I a ' i ethyl N^lY-aimethyl.mino propyl earbodiimidc ) ; 

cartoodiimide, N-etnyx w it > n) les 

(2) les cyanamides (par example n , N-dibenzylcyanamide ), 3 ) les 
. ■ 1 (4 ) les sols d'isoxazolium (par exemple N-ethyl-5- 
" ^I" a-W-su^onate , ,5, les abides h,t 6 rocyc lioues 
ItUnt ae .onocycligue , ae type ,ro„ati q ue oon e 

nant la 4 ato,»es d'azote dans lo noyau, par cxe„,ple les ^,,o 
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lides, les pyrazolides, les 1 , 2 , 4-tr iazolides . Des amides hete- 
rocycliques interessants sont N , N"*~~carbonyldi imidazole / N , 
carbonyl-di-1,2 ,4-triazole ; (6) les acetylenes alcoxyles (par. 
exemple ethpxyace tylene ) ; (7) les rSactifs qui forment un anhy- 
5 dride mixte avec le fragment de carboxyle de 1' aminoacide (par 
exemple le chlorof ormiate d'ethyle, le chlorof ormiate d* isobutyle); 
et (8) les composes he terocycliques contenant de 1 J azote, compor- 
tant un groupe hydroxy sur un azote du noyau (par exemple N-hy- 
droxyphtalimide , N-hydroxysuccinimide , - 1-hydroxybenzotr iazole ) . 
■10 D'autres.reactifs activants et leur utilisation dans la combinai- 
son des peptides sont deer its par Schroder & Lubke, supra , Chapi- 
tre III et par Kapoor, J. pharm. Sci., pages 1-27, (1970). 

, Chaque aminoacide protege ou sequence d' aminoacides est 
introduit dans la reaction en phase solide en un exces d'environ 
15 4 fois et on realise la combinaison dans un milieu de dimethyl- 
formamide/chlorure de methylene (1/1) ou dans du dime thylf ormami- 
■-• i-de. -seul .ou du=;clilorure.; de methylene seul.. -.Bans " les cas. ou une 
combinaison... incomplete se de veloppe., J.e. procede de -combinaison 
est repete avant enlevement du groupe protec teur a-amino , et ce 
20 avant la combinaison de l 1 aminoacide .suivant a la reaction en 

phase solide. Le. succes de la reaction de combinaison, a chaque 
stade de la synthase, est surveille par la reaction a la ninhy- 
drine, comme decrit par E. Kaiser et consort, Analyt. Biochem. ; 
34, 595 (1970). 

25 Apres obtention de la sequence desiree d 1 aminoacides 

de la formule II, on separe le peptide de la resine. Ceci peut 
se realiser par methanolyse pour obtenir un compose repondant a 
la formule : 

R-Lys (R"*)-Asn- phe -Phe - Trp-Lys (IV)-Thr (R^)-Phe-Ihr (R^)— Ser (R^-OCH^ 
30 puis rester methylique C-terminal est converti en.l'acide cor- 
. respondent par hydrolyse, cette operation etant suivie par -l'ac- 
. tivation du groupe carboxyle et la formation de I'hydrazide par 
des methodes classiques- de la synthase des peptides en vue d 1 ob- 
tenir un compose de la formule III. Toutefois, le procede prefe- 
35 re pour 1' obtention d'un compose de la formule I est un procede 
se developpant suivant le schema de reactions donne a la fin de 
la presente description.. En considerant ce schema, un decapepti- 
de lie a une resine de la formule R^Lys (R 1 ) -Asn-Phe-Phe-Trp- 
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Ly s(K 2 )-Thr(K 3 )-Phe-Thr(H 4 )-Ser(H 5 )-0-CH 2 -suppor t de resine de 
polystyrene (A) est convert! en 1'hydrazide correspondant de la 
formal. R-Lys (r^ - ) -Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (R )-Thr (R )-Phe-Thr(R )- 
Ser^-NHNH, (B) pax reaction avec de 1'hydrazine. On conver- 
5 tit alors l-hydrazide de formule B en 1'azide corre.pond.nt d. la 
' formule R-Lys (R^)-Asn-Phe— Phe-Trp-Lys (R )— Thr (R )-Phe-Thr(R )- 
Ser(R 5 )-N, (O par reaction avec un react if. qui fourn.t de 
1-acide nitreux in situ. Des reactifs appropries a; cet effet 
sont les nitrites d'alcoyles inferieurs (par exemple le mtrxte 
10 de t-butyle, le nitrite d^isoamyle) ou un nitrite de metal alca- 
lin (par exemple du nitrite de sodium, du nitrite de potassium) 
en presence d'un acide fort, tel que de 1'acide chlorhydrique , de 
1-acide phosphorique, de 1'acide sulfonique, etc. Cette reaction, 
est'realisee en presence d'eau et/ou d'un solvant non aqueux, tel 
15 que du dime thy If ormamide , du te trahydrof uranne , du dioxane, du 
chloroforme, du chlorure de methylene, etc., a une temperature 
comprise -entre environ -40«-C et - + 20»C. L'azide de la .formule C, 
qui n'est de preference pas isole du milieu de reaction, est 
alors combine avec un" aminos cide de la xormule , 
20 - •' C0 2 R 8 

4 H 2^ 9 
H 2 N-CH-C0 2 R ( D > 

dans laquelle n est un nombre entier de 1 a 5, pour obtenir un 
2 5 undecapeptide de la formule : 

O 

9 « 
R O-C 

R-Lys (R 1 )- Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(R 2 )-Thr(R 3 )-Phe-Thr(R 3 )- Ser(R^-NH-CH 

I 2 n 

30 . 8 1 " 

R 0-C 

ii 

(E) 0 
Cette combinaison est realisee a une temperature com- 
prise entre environ -50°C et +f.O°C, de preference entre environ 

35 -25°C et +lO°C. 

On fait ensuite reagir 1 • undecapeptide de formule (E ) 
avec un reactif de separation qui liberera lc groupe protecteur 
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a-amino se trouvant sur la lysine, ainsi que le groupe protecteur 

carboxyle R 8 , s'il y en a un, et ce pour donner un compose de la 

formule : * * O 

9 f 
R O-C 

I 

H-Ly s (R^-Asn-Phe -She-Trp- Lys O^-Thr (R 3 ) -Kie-ThrfR^-Ser (R 5 ) -NH-CH 

(CH 9 ) 

(F) 1 
u ' HO-C 

H 

10 . 0 

II est essentiel' que le reactif de separation soit un 

reactif ne liberant pas, a ce stade de la synthese, les groupes 

- * 1 2 

protecteurs a -amino de chaine laterale . R et R , se trouvant 

sur les restes de I'aminoacide lysine dans les positions 1 et 6 

15 de I 1 undecapeptide 9 ni le groupe protecteur a-carboxyle represen- 
9 

te par R . Si ces groupes protecteurs e taient separes a ce stade, 
..la cyclisation de.sire.e- de -la phase suivante du procede ne se de — 
velbppferait pas. Un reactif ..de .separatioji . particulieremejit ap- 

. propria est l'acide trif luoroacet ique , lorsque R represente le. 

8 1 
-20 t-butyloxyc&rbonyle , R represente le butyle tertiaire, R repre- 

9 

sente le 2 -chlorobenzyloxycarbonyle et R represente le benzyle. 

Le choix d'un reactif compatible pour la separation des divers 

groupes protecteurs bien connus a-amino et en chaine laterale est 

decrit par Schroder £ Lubke, supra, ^1/ pages 72-75. Bien qu'il 

2 5 soit preferable que les groupes. protecteurs quelconques en chaine 

2 3 4 5 

laterale, representes par R , R , R et R , ne soient pas separes 
durant la formation d'un compose de la formule F, de tels groupes 
peuvent toutefois etre separes, si on le desire, pour obtenir un 
compose de la formule : • 

30 K— Lys (R 1 ) -Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr— Ser-NH-CHC0 2 R^ 

| 2 n 
C0 o H 

(F-l) 2 

35 Le compose de formule F est alors cyclise pour produire 

un co moose de la formule : 



o=c 
• I 

HN 0 
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— (CH-) 



"2'n 



L-LAsn-Phe-Phe-Trp-LysCRVThr(RWne-Thr(RVser(^NH-CH-C0 2 R 
• I 

I 1 

HN— R (G) 

Cette cyclisation est de preference rSa.lisee en utili- 
sant du N < N 1 -dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et du N-hydroxybenzo- 

10 triazole en presence d'un solvant organique, dans un intervalle 
de temperatures de -40°C a +20 °C. Des solvants appropries sont 
le dimethylformamide, le d ich lor ome thane , le chlorof orme , le 
dioxane, le te trahydrof uranne et leurs melanges. On peut egale- 
ment utiliser d' autres reactifs de cyclisation, exemplifies no- 

.15 tamment par les reactifs de combinaison decrits ci-dessus en 
liaison avec la preparation du decapeptide-resrne , ainsi que 
ceux decrits -pax Kopple # :J..a?harm. .-Science, 61, pages J.343-13S6 

(1972 ) . 0 • 

On convertit alors un compose de formule IV en un com- 
20 pose de formule I, par separation du groupe protecteur amino de ^ 
chalne laterale R 1 , ainsi que du groupe protecteur a-carboxyle R 

• en meme temps que les groupes protecteurs quelconques represents 
par R 2 , R 3 , R 4 et R 5 . Un systeme particulierement approprie de 
separation est constitue par de l'hydrogene sur un catalyseur de 

2 5 palladium. La phase de separation, si on le desire, peut etre 

* realisee de maniere graduelle par le choix d'un reactif qui ne 
separera que le groupe protecteur a-carboxyle R , avec ensuite 
utilisation d'un reactif qui separera le groupe protecteur R et 
les autres groupes protecteurs de chalne laterale quelconques. A 

30 titre de variante, les groupes R 1 .peuvent Stre separes d'abord, 

• avec ensuite separation simultanee ou de maniere sequentielle des 

9 • 

autres groupes protecteurs', notamment du groupe R . Le choix ae 
reactifs appropries de separation, que 1'on peut utiliser et qui 
sont compatibles avec le" groupe particulier a-carboxyle et de 
35 chains ]?terale, a <§te decrit par Schroeder £. Lubke , supra, pages 
72-75. 

Une autre methode de preparation des composes de la 
formule (IV) consiste a convertir un compose repondant a la for- 
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mule : 13 

R 0-C=0 

R-Lys (R^) -Asn-Phe-Phe-Trp-Lysd^J-ThrCR 3 )- Phe-ThrCR 4 )- Ser (R 5 )-NH-CH 

(CH p ) n 

5 I 

MeO-C=0 

13 9 
dans laquelle R est choisi parmi l'hydrogene et R et Me desi- 

gne le methyle, en l'hydrazide correspondant par reaction avec de 

l'hydrazine pour obtenir : * * 

R O-C^O " 

R-Lys(R>- Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(I^)-Thr (R 3 )- Phe-Thr (R^-Ser (R 5 )-NH-CH 

• I 

H 2 NHN-C=0 

15 avec ensuite conversion de ce compose en l'azide correspondant par 
reaction avec un reactif qui donnera de l'acide nitreux in situ, 
-de JLa maniere d£crite precederament . .On. cyclise alors. .1 'azide 
apres Reparation prealable du groupe protecteur a-amino se trou- 
vant sur la lysine. 
20 Les matieres, representees par la formule D sont des ma- 

tieres connues de la technique anterieure et/ou on peut les pre- 
parer aisement par des techniques tradi tionne lies pour des amino- 
acides non proteges bien connus, notamment l'acide aspartique, 
l'acide glutamique, l'acide a-aminoadipique , l'acide a-aminopime- 
25 lique et l'acide a-aminosuber ique . La preparation de ces amino- 
acides a ete decrite par Farkasova et consort, Col. Czechoslov. 
Chem. Commun. 30, 3117 (1965). La preparation d'esters proteges 
par U-> -carboxyle a ete decrite par Schroder et consort, Annalen 
67 3 , pages 196, 208 (1964) et Rudinger et consort, Col. Czechos- 
30 lov. Chem. Commun. 32_, 122 9 (1967). 

les JExemples . suivants. il'lus treront encore plus complete- 
ment la preparation des composes de la presente invention. 

Excmple 1 

a-N-t-B utyl oxycarbo ny l,-^-2 'Chloro'be nzyloxy car.bonyl'-L-lvsyl-L-aspa - 
3 5 raginvl-L-phenyla lany 1-L-phe ny la lanvl-L-tryptophyl- e-2-chlorobe n- 
2Vlo:<vcarbonyl"L-lvsyl"0-bcn2yl-L-tlu-eonvl-L-phenylalan yl-Q"ben" 
zvl-L-threonyl-O-benzyl-L-seryi-hydroxvme thy 1- re sine de poly sty- 
rene 
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t «,if i. 10 9 - r«.in. polystyrene chl=r°™e«,y- 
0 " 1 1. se! a. cesiu» a. Boc-SerlBzll-OH 

lee (Lab systems. Inc.) avec . , 476 <1973). On 

(7 , 5 - ami - 

analyse i-amnoacxde-res n P ^ ^ ?ar grajme . 

5 noacides et on a trouve qu xl y . rincorpora- 
0n tr aite cet ester ~^™^£^^..^.icM- 
tion de Boc- T hr(B,l)OH Boc-Phe-OH, Boc I d . asparagine est 

0H , Boe- T ,p-OH, Boc-Phe-OH * "'^J^^ . ctivi . Boc- 
intro duit sous - --; e er fi P n a leI nen: 1. Boc-.ys (C1.1-OB sui- 



vant le plan A . 



- t ae la f.«o» suivante r..«r .polY-» Boc-8« (8.D-0- 

15 2 . On lave trois *oi. ^ ^^oaeetioue-CH^vaitWry- 

3 On traite avec de 1 acioe 

^ n.i-n 55S) -pendant .5 -minutes 

thra-te \l:l.o f t>^; f cj . -difhioery- 
rio l«aciae trifluoroacetxque-CH 2 Cl 2 
4# Ontralte avec de 1 aciae 



20 5. 

6. 

7 , 

8 



thrive 11:1:0.5*) pendant 25 minutes 
On lave trois fois avec du CH 2 Cl 2 
On lave avec dtf diethyl formamide dilrfthyl for- 
On traite avec de la triethylamxne a 12* dans 
m amide deux fois pendant 3 minutes. 
On lave avec du dime thy lformamide 



25 9 ". On lave trois fois avec du CH^ . a-aminoacidc 

^ , n mmoies du derive corresponCant 

10. On traite avec 20 mmo.es pendant 
dissous dans du CH.cydim.thy Iformamxde et on 

5 minUtSS A DOrt : ons 25 mnoles'de diisopropylcarbodii- 

11. On ajoute en deux portions reacti on etan 
mide sur une periode de 30 minutes, la duree d 



30 

de 18 heures 
12. On lave avec du dime thy lformamide 



35 



13 On lave trois fois avec du CH.Cl., 

a i-essai a la ninhydrine suivant Kaiser et con 

14 On procede a J- es^ax 

. v 7 4 595(1970). Dans le cas d'une reac 

sort, Anal. Biochem . , 34 59i> ixa/vj 

on r eoete les phases 10 a 14 susdites. 
tion incomplete, on repete x *■ 
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• Plan B ' 

I. On traite de la fatjon suivantc la peptido-resine (dans le pre- 
sent exemple, Boc-Phe-Phe-Trp-Lys (Clz)-Thr (Bzl) -Phe-Thr (Bzl)- 
Ser (Bzl)-O-resine : 

5 2. On lave trois fois avec' du CH 2 cl 2 

3.. On traite avec de l'acide trif luoroacet ique-CH 2 Cl 2 -dithioery- 

thrite (l:l:O f 5?S) pendant 5 minutes 
4. On "traite avec de l'acide trif luoroacetique -CH 2 Cl 2 -dithio- 
erythrite. (1:1:0, SjS) pendant 25 minutes 
10 '5. On lave trois fois* avec du CH 2 Cl 2 

6. On lave avec du dimethylf ormamide 

7. On traite avec de la tr ie thylamine a 12% dans du dime thylf or- 
mamide, et ce deux fois. pendant 3 minutes 

8. On lave avec du dime thylf ormamide 
15 9. On lave trois fois avec du CH 2 C1 2 

.10-. -On traite.:avec..40--rainoles .de Boc-Asn-ONP en presence de 2-3 

gouttes d'acide acetique glacial et en dissolution dans du di- 
methylf ormamide , la duree de reaction etant de 72 heures 

II. On lave trois fois avec du dime thy If ormamide 
20 12. On lave trois fois avec du CH 2 Cl 2 

13.' On procede a la reaction a la ninh'ydrine 

La peptido-resine citee en rubrique, Boc-Lys (Clz ) -Asn- 
Phe-Phe-Trp.-Lys (Clz)-Thr (Bzl) -Phe-Thr (Bzl) -Ser (Bzl) -0-resine , est 
hydrolysee et analyse e. 
2 5 On prepare 1' analogue D-Trp 5 par le meme procede, sauf 

que l'on substitue le Boc-D-tryptophane au Boc-L- tryptophane . 

Exemple 2 

a"Butvloxycarbonvl- £ -2"Chlorober)Zvloxvcarbonvl-L-Ivsyl-L-aspBra- 
qinvl-L-phenvlalanvl-L-phenvlalanvl-L-trvptophvl- £-2 -ch lorobenzy 1- 
30 oxvcarbonvl-L-lvsvl-O-benzyl-L" threonvl-L-phenyla lanvl-O-benzyl- 
L-threonyl-O-benzyl-L-seryl-hvdrazide 

La peptido-resine Boc-Lys (C iCbz ) -Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (ClCbz)-Thr- 
(Bzl)-Phe-Thr (Bzl)-Sef (Bzl ) -0-re s ine (lO g) de 1' Exemple 1 est 
melangee avec 7 5 ml de dime thy If ormamide et ensuite avec lO ml 
35 d'hydrazine (qual'ite de 95£ et plus), et on agite le melange pen- 
dant la nuit. 

On filtre le melange, on lave la partie solide avec 
une quantite supplement a ire de dime thy 1 f ormamide et on evapore 
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1.. filt..t. co*in«. *!«•'» »" «-<=" ™ 1Ume - °" t 
' la un exc,s d'eau pour donner un .olia. 1-cn -x..o» . 

Ls une certain* ,..„«!«. de a in etbyl: «n-.ia. . puis on preop.- 

^ ri« i<eau la production etant de 2,8 g. 
te i.nouveau avec de i eau, ia ^ , ; n , 

5 Analyse des a mi noacides , Asp (!) 0.84 , Thr (2, 1.62 ,_Ser U> 
0 56 , Ph. (3) 3 , Iff. (2) 2.C2 ; W, Trp. non deterges 

On prepare 1- analogue D-Trp 5 par le precede. 

Exemole 3 

.-nuvvloKVC-v— >-t-2-chlo rohPn,y 1 o>.v=arbonYl-T,-1y S Yl-I-"P"? -- 
t^ vcarbonyl- T.-lv^ -o-bln^^onv, -,-pn.nyXaXan vl^- 

L , hydrate , B =c- L ys<ClCb 2 )-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (ClCbz)- 

T br(Bzl)-Phe-Thr(B Z l)-S e r(Bzl)-NH»H 2 (1.95 g ; 1 ™»le> de 
„ l-Bx—l. 2 ..t dissous dans du di^thylfor-^id. (.nviron So ml 
refroidi » -20°C. et on .rait, avec du HCl/EtOAc (4.7 * , C.6 -1). 
puis avec du *itri« -a' isoa^le (0.2 : m l>. 'On agite L^lutaon 
- pendant- loi -mutes a -20-C.puis on la rend alcaline avec du «. 3 
,0.6 -1).' A cette solution, on .Joot, du H-Glu (O-ter t-BU, -OB 2 l 
20 (0 3 g) et ob agite a.-20-C pendant 1 heure . puis a o-C pendant 
< iours. on evapore'le flange Jus^a siecite sous via.. ton 
triture le reste aveo un exces d'eau pour obtenir un solide blanc 
q u'oh lave sur le filtre avec 10* d'acide citrique et de 1'eau. 
La production est de 1,9 g. 
25 Analyse des aminoacides = Asp (1) 1.01 : Thr (2) 1,73 ; Ser (1) 
0.68 , Glu (1) 0,84 , Phe (3) 3 , I*. (2) 2.1 , ».,. Tr P , non ae- 

termines. . 5 ^, , • 

L' analogue correspondent contenant du D-Trp est co^i- 

ne avec du H-Glu (0-tert-Bu) -0-Bzl par le metne procede. 
30 Analyse des aminoacides : Asp <1).1.14 ; Thr (2) 2,10 ; Ser (1) 
0.71 ; Glu (l) 1,26 ; Phe (3) 3 ; I*s (2). 1,74 ; ^ (D 2,72 ; 

Trp, non determine. 

Exemple 4 

t -2 -rh lnroben Z vlo ^»^""^l-^- lvsvl - L - as ^ - r1qi " Vl ' Tl ' r ^" Y;al,5nVl " 

.-^.n.^.nv^-o-be n-l-T-th^onvl-O-ben syl- 

L-servl-a-"benzvl-T --"lutnniate 

• L-undecapeptide protege. Boc-Lys (ClC*z)-Asn-Phe-Phe- 



Trp-Lys (ClCbz)-Thr (Bzl )-?he-Thr (Bzl)-Ser (Bzl) -Glu (O- t-Bu ) -OBzl 
(1,8 g) de I'Exemple 3 est melange avec 3 ml d'anisole et on 
traite avec 50 ml de TFA pendant 30 minutes a la temperature am- 
biante. On evapore la solution jusqu'a siccite sous vide et on 
3 balaye deux fois le reste avec .de l'ether. On triture le reste 
avec de l'ether et on dissout la matiere solide dans une certaine 
quantite de dime thylf ormamide . On verse cette solution dans lOO 
ml d'une solut ion de NH^OAc dans de l'eau, a jus tee au pH de 6,5. 
On recolte la matiere solide blanche qui precipite et on seche 

.lO pour obtenir 1,35 g de la matiere identifiee precedemment . 

Analyse des aminoacides : Asp (1) l,o2 ; Thr (2) .1,64 ; Ser . (1) 
0,66 ; Glu (1) 0,80 ; Phe (3) 3 ; Lys (2) 1,99 ; " -NH (1) 1,74 ; 
Trp, non de termine .( TPA = acide trifluorqacetique ) * 

On supprime partiellement . la protection de 1* analogue 

15 D-Trp de la meme maniere. 

Exemple 5 

L-lysyl-L-asparaqinvl-L-phgnvlalanvl-L-phenylalanvl-L-trvpt-ophvl - 
L-Iysyl-L-threonyl-L-phfinylalanyl-L-threonyl-L-seryl-L-qlutamvl 
. (cyclo a-lysyl a y-glutamyl) peptide 

20 L' undecapept'ide, H-Lys (ClCbz ) -Asn-Phe-phe-Trp-Lys 

(ClCbz)-Thr (Bzl)-Phe-Thr (Bzl)-Ser (Bzl ) -Glu (OH)OBzl (1,1 g ) de 
l'Exemple 4 est dissous dans. 250 ml de dime thylf ormamide et lOO 
ml de CH 2 C1 2 , melange a du N-hydroxybenzotr iazole (1,3 g) refroi- 
di dans un bain de glace et traite avec du DCC (0,5 g) pendant 2 
25 heures a froid, puis pendant 30 heures a la temperature ambiante. 

On evapore le melange jusqu r a siccite, on triture le 
reste avec de l'eau pour obtenir un precipite qu 1 on lave avec du 
9 KHC0 3 aqueux, de l'eau, une solution aqueuse a lO£ d'acide citri- 
que, et de l'eau, puis on desseche. On fait digerer le solide sec 
30 avec du EtOH absolu au ba in-marie % qu 1 on laisse revenir a la tem- 
perature ambiante, puis on.filtre. i,a matiere se trouvant sur * le 
filtre (570 mg ) est mise en suspension dans du Ac0H-H 2 O (100 ml, 
1/1) en melange avec lO . ce Pd-C ( lOO rag), et on procede a hy- 
drogenation pendant 20 heures. On separe le catalyseur et on 
35 evapore le filtrat jusqu'a siccite, puis on le reprend dans du - 
AcOH aqueux dilue et on lyophilise pour obtenir 82 mg d'une pou- 
dre qui est le produit identifie ci-dessus. 
• R f (n-butanol-eau-acide acetique glacial, 4:5:1) : O, GO 
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R* (n-butanol-eau-acide acetique glacial-pyridine , 30:24:6:20): 
.0,70 

Analyse des aminoacides : Asp (1) 0,97 ? Thr (2) 1,84 ; Ser (1) 
0,73 ; Glu (1) 0,89 ; Phe (3) 3 ; Lys (2) 1,91 ; NH 3# Tr P/ non 

5 determiners. . 

Exemple 6 

L"Lvsvl-L-asparaqinvl-L"Phenvlalanyl"L-phen\aalan vl"D"tryptophvl^ 
L-lysvl-L- threonyl-L- phe ny la lanyl-L-threony 1-L-seryl-g lutamyl- 
(cyclo-a-lysyl a y-glutamy 1 ) pept ide . ' 

lO on dissout 1 1 undecapept ide part iellement debarrasse de 

la protection, issu du dernier paragraphe de I'Exemple 4 (3 g), 
dans du DMF (36 ml) et du CH 2 C1 2 (322 ml), puis on ajoute de la 
triethylamine (0,2 ml) pour amener le pH a 7. On ajoute du N- 
hydroxybenzotriazole (1 g) et on refroidit le melange au bain de 

15 glace, puis on traite avec du DCC (0,59 g) pendant 2 jours et 
sous agitation. On filtre le melange de reaction et on evapore 
ie filtrat jusqu'a un petit volume. On. ajoute un exces d'eau 
pour olDtenir une' TTiat iere solide "blanche 'que 1* on" filtre , lave a 
l'eau e s t -sjfeche ^sur.du P 2 -0 5 - ..Le ..production . est . de * 2 , 5 g. 

2o ' L* undecapept ide cyclique (2 g ) partiellement* debarras- 

se de sa protection^ a ensuite ete traite avec de l'acide fluor- 
hydrique liquide (environ lOO ml) en presence d'anisole (5 ml) et 
a -l'exclusion d'air pendant 35 minutes dans un bain de glace. On 
separe I'exces de HF sous vide aussi vite que possible, on re- 

2'5 prend le reste dans du AcOH aqueux 2M et on extrait la phase 

aqueuse avec de 1' ether diethylique pour separer l'anisole. La 
solution aqueuse est lyophilisee pour donner 1,03 g de matiere 
solide. Cette matiere brute (1 g) est appliquee a une colonne 
de Sephadex G-2 5 (2 , 5 x 120 cm) et on procede a une elution avec 

30 du AcOH aqueux. 2W. Les fractions % (4 ml chacune) qui emergent 

dans les tubes 89-109 sont rassemblees et lyophilisees pour don- 
ner :155, 8 'nig d'un solide duveteux.. On applique ce solide a une 
colonne de Sephadex G-1Q (1,5 x 50 cm) et on procede a elution. 
Les eluats des tubes 13-35 sont rassembles et lyophilises pour 

35 donner le compose cite en rubrique, 111,9 mg, [a]26 = _ 3:) ( 0/5/ AcOH 75£). 
Chromatographic en couche mince, plaques de Avicel (n-butanol- 
eau-acide acetique, 4/1/1) 0,47 ; (n-but anol-eau-acide acetique- 
pyridine, 30/24/6/20), 0,71. (DIVF = Limethylf ormanu.de ) 
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. Analyse des aminoacides : Asp (1) 1,02 ; Thr (2) 1,96 ; Ser (1) 
0,92 ; Glu (1) 0,99 ; Phe (3) 3,12 ; Lys (2 ) 2 ; NII3 (D 1,16 ; 
Trp (1) 0,77. 

On a determine les activates d' hormone de croissance 
5 des composes de l'Exemple 5, en injectant a des rats pesant envi- 
ron 200-250 g, d'abord du nembutal dans le peritoine a une dose 
do 50 mg/kg, puis 5 minutes apres, par voie sous-cutanee , une so- 
lution du compose de l'Exemple 5 en solution saline a une dose 
de 2 mg/kg par rat. Des echantillons de sang sont preleves 15 
10 minutes apres injection du compose de l'Exemple 5/ et le taux 
d'hormone de croissance est- determine par une radio "de'-termi- 
naiion d'immunate Le taux moyen d'hormone de croissance chez 

les rats temoins (13 animaux) etait, d'apres ce que l'on a trouve, 
de 132 ± 20 ng/ml, tandis' que le taux d'hormone de croissance 
15 chez les rats (13 animaux) ayant recu le compose de l'Exemple 5 
etait de 79 ± 14 ng/ml. L'experience precedente a <5te repetee 
...mals .la.-dosa ..du .compose „de..l'.£xemple:. 5 a. e.te elevee .a 2,38 mg/kg 
et li prelevement d'echantillons de sang a ete fait 2 heures 
apres 1' inject ion. Le taux moyen d'hormone de croissance chez 
20 les rats temoins (15 animaux) etait de 244 ± 38 ng/ml, tandis que 
le taux d'hormone de croissance chez les rats (15 animaux) ayant 
recu le compose de l'Exemple 5 etait de 89 t 23 ng/ml. 

En suivant le mime procede, on a determine I'activite 
• du produit de l'Exemple 6 deux heures apres administration de 1500 
25 M g/kg et on a trouve un taux d'hormone' de croissance de 18 ± 4 ng 
par ml, tandis que le taux d ' un groupe ternoin etait de 180 27 
ng/ml ; apres 4 heures., on trouvait un taux de 34 ± 11 ng/ml, tan- 
dis que le taux du groupe ternoin se situait a 182 I 49 ng/ml. 

La decouverte d'une reduction, importante du taux-d'hor- 
30 mone de croissance apres 2 heures. demontre que les composes de 
la formule I presentent, de facon surprenante, une activate pro- 
longed sensiblement plus longue que celle de la somatostatine 
qui, d'apres Brazeau et consort, Bioch.em. and Biophys. Res. Comm. 
60, page 1202 (1974), a une demi-vie biologique d'environ 4 minu- 
35 tes. 

On a procede. a une autre essai sur le compose de 
l'Exemple 5 pour 'determiner son effet sur les taux d'insuline et 
de glucagon. La determination in vivo donnant la liberation si- 
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multanee de 1 'hormone de croissance, <3e l'insuline et du glucagon 
a ete faite en injectant a trois groupes de rats males pesant en- 
viron 200 a 250 g (9 animaux par- groupe) du pentobarbital dans le 
peritoine a. une dose de SO mg/kg par rat, et en prevoyant ensuite, 
15 minutes plus tard, une injection sous-cutanee du compose de 
1' Exemple 5 a une dose de 2,7 mg/kg a un groupe de rats, une in- 
jection sous-cutanee de SRIF a une dose de 0,2 mg/kg a un autre 
groupe de rats et une injection sous-cutanee d'une solution sali- 
ne au troisieme groupe de rats. Dix minutes apres une telle in- 
jection, les rats ont recu, directement dans le coeur, 150 mg 
d'arginine dans 0,5 ml de solution saline. Cinq minutes plus 
tard, les rats ont ete decapites, on a recolte le sang et on a 
precede a diverses radio-determinations d'immunite. Les resul- 
tats ont indique que ni le taux de glucagon, ni le taux d'insu- 
line n'ont ete abaisses par 1 * administration du compose de • 
l'Exemple 5", tandis que les taux de.ces deux hormones ont ete 
abaissis par la. .somatostatine. 

I D'une maniere analogue, on a essaye le produit de 
l'Exemple 6 au cours' de trois experiences distinctes, et on a ob- 
tenu les resultats suivants : 
Dose 

Compose u g/kg 



GH 
nq/ml 


Insuline 
uU/ml 


Glucagon 
picoq/ml 


247±52 


194^17 


nd 


eiti - 


152 j:i3 


nd 


315122 


. nd 


nd 


192129 


nd 


nd 


nd 


183±19 * 


.12 9±9 


nd 


9319 


107±9 



1. temoin 
Exemple 6 3 .000 

2. temoin 
Exemple 6 12 

3. temoin 
Exemple 6 3 .000 

nd :*non determine 

On peut administrer le Compose de la formule I aux ir.am- 
miferes a sang chaud , . .not amine nt- aux e txes .huma ins , par voie in- 
traveineuse, sous-cutanee, in tramusculaire ou orale pour empScher 
la liberation de l'hormbne de croissance lorsque .le sujet traite 
exige un traitement the rapeu tique en raison d 1 un exces de secre- 
tion de somatot ropine , qui est associe a des etats, tels que 
1 1 acromegalic . La posologie envisagee pour 1' administration par 
voie orale, sous forme de comprimes ou de capsules, a de grands 
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mammi feres, est d' environ 0,015 mg a environ 7 mg/kg de poids de 
corps par jour, tandis*que la posolog'ie pour une injection intra- 
veineuse en solution aqueuse est d'environ 0,14 jag a environ -0,15 
mg/kg de poids de corps par jour. Lors d'une administration 
5 sous-cutarie ou intramusculaire , on envisage une posologie d'en- 
viron 1,5 ng .a environ 7 mg/kg de poids de corps par jour. Evi- . 
demment, la dose requise variera avec l f §tat particulier que I'on 
traite, la rigueur de'eet etat et la duree du traitement. 

Si on administre l 1 ingredient act if sous la forme de 
10 comprises, un tel comprint peut comprendre : un liant, tel que de 
la g orpine adragante, de l'amidon de maxs , de la* gelatine ; un ex- 
cipient, tel que du phosphate dicalcique ; un agent de desagrega- 
tion, tel que de l'amidon de mals, de l'acide alginique, etc ; 
un lubrifiant, tel que stearate de' magnesium ; et un agent edul- 
15 corant et/ou aromatisant, comme le sucrose, le lactose, de I'cs- 
sence de wintergreen, etc. m Des vehicules liquides appropries 
-pour :-une ^administration - intraveineu'se soni: une- solut ion, saline 
. .isotonique , .des ..solutions , de . tampons . phosphates , etc. 

Schema de reactions 

20 R-LysO^V Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(I^) -Thr (R'Vphe-Thr (R 4 ) -Ser (R 5 >- 0-resine 



\ 



V 



hydrazine/solvant . (A) 

2 5 R-LysfcV A sn-Phe-Phe-Trp-Lys (R 2 ) -ThrCR^-Phe-rhr (R 4 )- Ser (R^ -NHNH 



\1/ 



reactif dpnnant -de l'acide 
nitreux in situ 



2 
(B) 



R-LysCR^-Asn-Phe-Phe-Trp-Lysd^-Thrd^-Phe-Thr (R 4 )-Ser (R 5 )-N : 



30 



CO„R 

i 

I 2 n 
H 2 NCH-C0 2 R" 



(C) 



(D) 
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20 



R 0-C=0 



R-Lys (R 1 )- Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (R 2 )- Thr (R 3 )-Pha-Thr (R 4 ) -Ser(R 5 )-NH-CH 



.8, 



separation' des groupes- (E) R 0-C--0 
. protcctaurs R et R 8 " • . 



R 0-C=0 



10 H-LysfR^-Asn-Phe-Phe-Trp-Ly'sCR 2 )- Thr(R 3 ) ^.Phe-Thr (R 4 ) -SerfR 5 ) -NH-CH 



15 



cyclisation 



H0-C=0 



(F) 



o=c — 

I 

HN , 



(C «2 J n 



CH-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (T^)-Thr(R 3 ) -Phe-Thr (R 4 )- Ser(R^- NHCO-R 



20 



.1 



HNR 



separation des groupes 
protecteurs restants' 

R i R / R,R,R et R 



(G) 



Formule I 



25 Eicn entendu, l 1 invention n'est nulleraerrt limitee ana modes 

de realisation decrits et representes qui n'on^te donnes qu l a 
titre d 1 example. En particulier, elle comprend tous les moyens 
const ituant des equivalents . techniques des moyens decrits, 
.ainsi que Icrurs corabinaisons, ei6elles-ci sont executees suivant 

30 son esprit et mises en oeuvre dans le ca.dre des revendications 
qui suivent . 
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R2VENDICATIONS 

1. Composes nouveaux caracterises en ce qu'ils appartierment 
a la classe comprenarrt les composes : 

0=C ■■ (CE ) 

o 

I ii 

5 H 2 N(CH 2 ) 4 -C0i-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-]m-CH-CO 2 H 

(I) 
et 

0=C " 

HN o 

10 ^cUsn-Phe-Phe-Trp-Lys(R 12 )-Thr(R 3 )-Phe-Thr(R 4 )-Ser(R 5 )-lffi-CH-C0 2 R ii 
UN-R 

(IV) 

et leurs sels d ''addition d'acide non toxiques, formule dans lesquel- 
15 les Trp represente le D-tryptophyle ou le L-tryptophyle et tous les 

autres aroinoacides sont de la configuration L ; 

R 12 represente de I'hydrogene ou un groupe protecteur pour le 

substituant amino de chalne laterale, choisi parmi le benzyloxycar- 

bonyle, le tosyle, le t-amyloxycarbonyle , le t-butyloxycarbonyle , le 
20 diisopropylmethoxycarbonyle et les benzyloxycarbonyles substitutes, 

dans lesquels le substituant est constitue par un radical halo ou 

hitro ; 

E 5 , R 4 et R 5 represente de l'hydrogene ou un groupe protecteur 
pour le groupe hydroxyle alcoolique de la threonine et de la serine, 
25 ce groupe" ^tant choisi parmi l'acetyle, le benzoyle, le butyle ter- 
tiaire, le trityle, le benzyle, le dichloro-2,6 benzyle et le ben- . 
zyloxycarbonyle ; 

R 10 represente de l'hydrogene ou un groupe protecteur pour la 

,12 

f onction amino , • choisi parmi les groupes definis par R ; 
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11 

R represente de I'hydrogene ou un groups protecteur - 

carboxyle choisi parmi les alcoyles ^-Cg, le benzyle, les benzyles 

substitues, le phenacyle, le - phtalimidomethyle, le benzhydryle, le 

trichloroethyle, le 4-picolj r le, le £ -methylthio^thyle, le 4-(methyl- 

thio)phenyle, le substituant sur.le noyau de benzyle etant choisi 

parmi les radicaux nitro, methyle et methoxy ; et 

n est un nombre entlex/de 1 a 5, et au moins l'un des R 3 . R 4 
5 1 0 1 1 1 P 

R , R , R et R etant different de I'hydrogene. 

2. Compose suivant la revendication 1, caracterise en ce que 
n est egal a 2. 

3. Compose suivant la revendication 1, caracterise en ce que 
Trp est D-tryptophyle. 

4. Compose suivant la revendication 1, caracterise en ce que 
Trp est L-tryptophyle. 

5. Compose selon la revendication 1, caractdrise en ce cue R 1 2 
et R sont du 2-chlorobenzyloxycarbonyle, R? f R 4 et R 5 sont du 
benzyle; et R 1 1 du benzyle, 

. >-6^ -.J^ouveaux .cDmposes,. .caracterises en ce .qu Mis sont constitues 
par des composes repondant a la formule : 



0=C 



mo I 2 n 

I u I 

HgNC CH 2 ) 4 CH-C-Asn-?he-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-MI-CHC0 2 K 

et par leurs sels non toxiques, formule dans laquelle n est un nom- 
bre entier de 1 a 5, et tous les aminoacides chiraux d»un tel com- 
pose sont de la configuration L, sauf pour le Trp_ qui est de la 
configuration D ou L. 

7. Composes suivant la revendication 6, caracterisds en ce qu f 
ils sont constitues par un l-lysyl-I*-asparaginyl-j^phenylalanyl-L^ 
ph&iylalanyl-L-tryptop^^ 

nyl-L-seryl-i-glutamyl ( cyclo- <L-lysy.l a y -glutamyl )peptide ou un 
sel non toxique de celui-ci. 

8. Composes suivant. la revendication 6, caracterises en ce 
qu'iis sont consitues par un L-lysyl-L-asparaginyl-L-phenylalanyl- 
I^ph^nylalanyl-D-tryptophyl-L-^ 

threonyl-l-seryl-L-giutamyl ( cyclo flf/-lysyl a 'y-glutamyl) peptide ou 
par un sel non toxique de celui-ci. 

9. Kouveaux composes, caracterises en ce qu f ils repondent a la 
formule : 
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R-LyB( R VAsn-Phe-I*e^ 

(ID 

dans laquelle Trp represente le D-tr ypt ophyle ou le Ir-tryptophyle, 
et tous les autres aminoacides chiraux sent de la configuration L ^ 
R designe un groupe protecteur * -amino qui est separable sous g 
des conditions qui ne s^pareront pas les groupes protectees R 



15 



20 



et 



9 



et R 2 d^signent un groupe protecteur pour le substituant 



amino de chalne laterale de la lysine, ce groupe,protecteur etant % 
10 choisi parmi le benzyloxycarbonyle , le tosyle, le t-amyloxycarbonyle,; 
le t-butyloxycarbonyle, le diisopropylm^thoxycarbonyle et lesbenzy- ^ 
loxycarbonyles substitues, le substituant £tant choisi parmi les ■* 
xadicaux halo et nitro, et R 1 et R etant differents dudit groupe 



R 



R 4 - eir R 5 - representent •de-.l-'hydrogene-ou-un groupe -protec- 
teur' pour le groupe .hydroxyle.^lco^lique. de. la threonine et de la 
'serine, ce groupe protecteur etant choisi parmi 1'acetyle, le ben- 
zoyl, le butyle tertiaire, le trityle, le benzyle, le dichlor 0-2,6 
benzyle et le benzyloxycarbonyle; et 

R 6 est choisi parmi OH, MHNH 2 , 0CH 3 et 



support 
_0 CH^f- - 




f 0 Compose suivant la revendication 9, caracterise en ce que 
R est un tert-butyloxycarbonyle, R 1 et R 2 sont du 2-chlorobenzylcxy- 
carbonyle-et R 5 , R 4 et R 5 sont du benzyle. 

11. Compose suivant la revendication 10, caracterise- en ce cue 

25 R 6 represente NHNH,. 

12. Compose suivant la revendication 10, caracterise en ce que 



R 6 est 
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13. Nouveaux composes, caractexises en ce qu'ils respondent 
aux formules : R^0-C=0 

R 7 -Lys (R1 ) -Asn-Phe-H^e-Trp-Lys (R 2 ) -Thr (R V^e-Thr -Ser(R ) -NH-CH 



R_ 8 0-C=0 



(A) 
et 

R 15 0-jl=0 

I 7 -Xys CR 1 )-Asn-^e-^Trp-Xys(R 2 VTl-(R 3 )-^-^^ 4 ) -Ser^-B^ 

. ' 1 
■ > ■ H 2 NHN-G=0 



(B) 

formules dans lesquelles Trp represente le D-tryptophyle oa le 1- 
tryptophyle, et tous les autres aminoacides chiraux sont de la confi- 
guration L ; 

R 1 et R 2 -designed un groupe protecteur pour le substituant 
amino de chaine laterale de la lysine, ce groupe protecteur etant 
choisi parmi le benzyloxycarbonyle , le tosyle, le t-amyloxicarbonyle , 
le t-butyloxycarbonyle, le diisopropylmethoxycarbonyle et les-ben- 
zyloxycarbonyles substitues, le substituant etant choisi parmi les 

radicaux halo -et nitro ; 

R 3 , R 4 et R 5 represented de l'hydrogene ou un groupe protecteur 
pour le'groupe hydroxyle alcoolique de la threonine et de la serine, 
ce groupe^rotecteur etant choisi parmi l'acetyle, le benzoyle, le 
butyle tertia^e, le trityle, le benzyle, le dichloro-2,6 benzyle 
et le benzyloxycarbonyle ; 

R7 represente de l'hydrogene ou un groupe protecteur a. -amino, 



ce groupe protecteur ol -amino etant different des groupes protecteurs 
1 2 

R et R , ce groupe protecteur cl -amino etant separable sous des 

conditions qui ne separeront pas les groupes protecteurs R 1 et R 2 ; 

R repr£sente de I'hydrogene ou un groupe protecteur caboxyle 

de chalne laterale, qui est separable sous des conditions qui ne 

9 

separeront pas le groupe protecteur carboxyle R ; 

R^ est un groupe protecteur ct -carboxyle qui est^table sous les 

conditions de reaction qui provoquent la separation des groupes pro- 
7-8 

tecteurs R et' R , ce groupe protecteur <x-carboxyle £tant choisi 

parmi les alcoyles — Cg , .le benzyle, le phenacyle, le phtalimido- 

methyle, le benzhydryle, le trichloroethyle, le 4- picolyle, le 

0-methylthioethyle , le 4- (methylthio)phenyle et les benzyles subs- 

titues, le substituant etant choisi parmi les radicaux nitro, 

m£thoxy et methyle ; 
13* 

R designe de l^ydrogene ou un groupe protecteur choisi 

9 

parmi .ceux.qui .ont ete def in is pour R ; et 

. iii est un ~nombre entier de 1 a 5 ♦ 

1 4 Compost suivant la' rrevendication 13, caracterise en ce qu 1 il 

12 

correspond k la formule (A) dans laauelle R et R d^signent du 

f " 3 4^5 7 

2-chlorobenzyloxycarbonyle, R , R et R sont du benzyle, R est du 

8 9 
t-butyloxycarbonyle, R est du t-butyle et.R est du benzyle . 

15. C 0 mpos£ suivant la revendication 13, caracterise en ce qu'il 

1 2 

correspond a la formule (A), dans laquelle R et R designent du 

2-chlo3robenzyloxycarbonyle, R^, R^" et R^ designent du benzyle, R 

8 9 
designe de l'hydrogene, R designe ^galement de l'hydrogene et R 

est du benzyle . 

16. J?roc6&& de preparation d'un compost repondant a la formule : 
0=C _ (CH 0 ) 



2'n 



0 

I II 

HgNfCHg^-CH-CUAsn-Phe-Phe-^^ 

(I) 

dans laquelle Trp represente du D-tryptophyle ou du L-tryptophyle 
et tous les autres aminoacides sont de la configuration L, carac- 
terise en ce qu'il comprend l 1 enlevement du oi^Aes^roupes protecteurs 
dun compose correspondant de la formule : 
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0=C = ^Vn 

KIT 0 I 11 

CH-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-NH-CH-C0 2 R 

(ch 2 ) (R 12 )(R 5 (R 4 )(E^) 

5 hLr 1 ° W 

dans laquelle n, R 3 , R 4 , R 5 ,R 6 ,R 1 ? R 1 1 et R 1 2 ont la signification 
donnee dans la revend icalbn 1, et ,si on le desire, la conversion 
du compose de formule I ainsi obtenu en un sel d' .addition d'acide non 
toxique . 

10 17. Irocede suivant la revendication 1 6 , caracterise en ce qu'il 

est effectue en utilisant une hydrcgenolyse ou du fluorure d' hydro- 
gene^ anisole. 

18 Proced^ de preparation d'un compost r^pondant a la formule : 

15 o=C ■■ ^2^ 

HIT 0 ' 11 

_J- ^sn-Phe-I^e-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-MI-CH-C0 2 R 

| (R ) fc 3 ) ) ^ 

I 10 K riv) 

20 HN-R K ' 

dans laquelle Trp represents du D-tryptophyle ou du Ir-tryptophyle et 
tous les autre aminoacides sont de la configuration L, t and is que n, 
R 3 , R 4 , R? H 6 'R 10 , R 11 et R 1 2 ont la definition donnee dans la re- 
vendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la cyclisation (i) 
25 d'un compose de^La formule : 

R 9 0-C=0 

H-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-HII-CH 

(R 2 ) & (A (R3) I 

30 H0-C=0 

(F) 

en presence d'un agent de cyclisation, ou bien (ii) d'un compose 
de la formule : 



27 



2304352 



5 



R 1 3 0-y=0 

H-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-jPhr-Ser-ira-CH 



(R 1 ) 



(R 2 ) (R 3 ) 



(R 4 ) 



N,-C=0 



5 f ormules dans lesquelles Trp represente du D-tryptophyle ou du 

L-tryptophyle et tous les autres aminoacides chiraux sont de la >■§ 
configuration L ; R 1 et R 2 sont identiques ou diff^rents et repre*- 
sentent des groupes protecteurs pour le substituant amino de chalne v 
laterale de la lysine ; R 5 , R 4 " et R 5 representent ind^pendamment k 

10 de I'hydrogene ou un groupe protecteur pour le groupe hydroxyle al- ; 
coolique de la threonine et de la serine ; R 9 et R 5 sont des grou- 
pes protecteurs a -carboxyles, et n est un nombre entier de 1 a 5, 
et, si on le desire, la separation d'un ou plusieurs groupes pro- 
^-bec-teurs-.k-paartir du compost de "la f ormule IV -ainsx obtenu, pour 

15. . :ob±.enir A\ autre s composes de formule IV* 

19. Troc6i6 de preparation d'un compost de la formule IV 
suivant la revendication 18, caract^rise en ce que 1' agent de cycli- 
sation est du n,N 1 -dicyclohexylcarbodiimide ou du ET-hydroxybenzo- 
triazole . 

20 20. Proc6&6 selon la revendication 19, caract£ris6 en ce qu'il 

est effects a une temperature situ^e entre -40 et +20°C. 

21. Proc^de suivant la revendication 18, caract£ris£ en ce que ■ 
le compose de formule (F) est prepare par (i) combinaison d'un 
compost de la formule : 

5 

25 R-Lys-Asn-I^e-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe--Tiir--Ser (R )0H 



(Rl) 



(R-) (if) 



I?) i 4 ) 



(Ha) 



ou d'un derive fonctionnel acylant de celui-ci, avec un compose de 
la formule : 
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• CO R 8 
1 2 



n 

9 



HgN-CB-COgR* (D) 
pour obtenir un. compost de la formule : 



R 9 0-C=0 



R-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Se 



Ser-Nh-CH 

(CH 2 ) n 



R 8 0-C=0 



IH(a) 



1 ? 3 -d4 5 * -d9 ont la d£fini- 
10 formules dans lesquelles R , R f R , R , R et * 

tion donne"e dans la revendication 18, R repre" sent e un groupe pro- 
tect eur fi.^am±ao ' qui Bst r separable -sous iies -conditions qui Tie separe- 
ront pas.les groupes .protect eurs R 1 . et R 2 , -R 8 est un groupe protec- 
. teur carboxyle de chaine laterale, qui est separable sous des condi- 
15 tions qui ne sdpareront pas le groupe protecteur R , et (ii) separa- 
tion selective des groupes protecteurs R et R . 

22. Precede" suivant la revendication 21, caracte'rise" en ce que 
le derive fonctionnel du compose" de formule (Ila) est l'azide. 

23. Proc^de" suivant la revendication 22, caract£ris<5 en ce que 
20 la combinaison est effectu^e a une temperature comprise entre 

-25°C et 4-0°C. 

24. Procede suivant la revendication 22 ou 23, caracterise 
en ce que le^erive" azide du compose de formule (Ila) est prepare 
par (i) reaction d'un compose correspondent ayant pour formule : 



15 
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(R 1 ) (f) (f) Of 4 ) 

R-Lys-Asn-Phe-?he-Trp-lys-Thx-Phe-Thx-Ser / ^ s±aQ 

0CH 2 \. de support * 




, de polystyrene 
II (b) v 

5 avec de 1' hydrazine pour donner un compose correspondant~de formule 

R-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Iys-Thr-Phe-Thr-Ser-NH]m 2 v 

(Ri) (i 2 ). <M> £ 5 ) 1 

11(c) "j 
et (ii) reaction de l'hydrazide de formule 11(c) avec! • acid e nitreux. 

10 25. Procede selon la revendication 21, caracteris<$ en ce que 

le compose" de formule II (a) est prepare" (i) en separant un compose 
. -correspondant. de formule : 

/support A. 
J de r£sine dej 

ll-D^Asn-Phe-Phe-Trp-Xys-Thr-The-Thr-Ser-OCI^^ ^ tyr ene 

\r} ) f (A 2 ) (r 5 ) k 4 ) (r 5 ) v: J 

11(b) 

par me"thanolyse pour donner un compose" de formule 

R-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-OCH 3 

(t 1 ) (R 2 ) (R5) (R 4 ) (R 5 ) 

H(d) 

20 et (ii) en hydrolisant le compose" de formule 11(d). 

26. Procede" selon la revendication 24 6u 25, caracterise" en 
ce que le compost de formule II (b) est prepare" en combinant se- 
quent i ell ement lesaminoacides protegeset active^ Ser, Thr, Phe, Ihr, 
Lys Trp, Jhe, Phe, Asn, Lys dans des conditions de synthese en 

25 phase solide a un support de refine chloromethyl.ee ou hydroxymethylde 

27. Procede" selon 1'une quelconque des revendi cat ions 16 a 26, 
caracterise" en ce que Trp est D-tryptophyle . 

28. Procede de preparation d ' un/Sompose de formule III selon 

la revendication 13, caracterise en ce qu' ii consiste a combiner un 
30 compost de formxile : 



30 
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-Lys-Asn-Phe-Phe-TrTD-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser (R 5 )OH 



R-j 

c 

II (a) 



ou son derive f onctionnel acyalant avec un compose de formule 

C0 o R 8 
I 2 

H 2 N-CH-C0 2 R 9 (D) 



pour donner un compose* de formule 



9 

R 0-C=0 

i 



R-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-NH-CH 
(R 1 ) * (R 2 ) (R 3 ) (R4) (R5) (CH 2 ) n 

S 8 0-A=0 

..(Ilia) 

dans laqueU.e.S-. 1 ,.-R 2 , .£ 3 , it 4 , R 5 et R 9 sont .teas que. dif^iis dans 

la revendications 13, R representant un groupe protecteur c£_amiiio 
qui est separable dans des conditions ne s^parant pas les groupes 
pro-tecteurs R 1 et R 2 , R 8 est un groupe protecteur carboxyle de 
chaine laterale qui est separable dans des conditions n» enlevant pas 

R 9 et si on le souiiaite en enlevant s^lectivement l'un oules deux 

' 8 

groupes pro-tecteurs R et R . 

29. Procede suivant la revendication 28, caracterise en c e que 
le derive f onctionnel du compose de formule (Ha) est l'azide* 

30. Procede selon la revendication 29, caracterise en ce que 
la combinaison est effectuee a une temperature comprise entre -25°C 
et +10°C. 

31 • Procede de preparation d'un compost de formule II selon la 
revendication 9 ou R 6 est JS~, - caracterise en ce cpi! 11 consiste a 
faire r^agir un compose correspondant de formule II ou R est 
-MHMHg avec de l'acide nitreus, 

32. Procede de preparation d'un compose de formule II selon la 
revendication 9 ou R 6 est -NHNHg caracterise en ce qu'il consiste 
k faire reagir un compost correspondant de formule II ou R est 
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ave*c de 1 1 hydrazine . 

33. Proc£d£ de preparation d'un compost de formule II selon la 

5 revendication 9, caracteris<5 en ce qu'il consiste k combiner par ^ 
6tape, les aminoacides protdg^s et activds Ser, Thr, Phe, Thr, lys, | 
Trp, Phe, Phe, Asn et Lys dans des conditions de synthese en phase z 
solide,aun support de r<§sine chlorom^thyleeou hydroxy^ thylfe. 

34. Composition pharmaceutique caract^ris^e en ce qu'elle com- ^ 
10 prend un compose selon la formule I ouun sel d'acide non toxique 

de celui-ci selon la revendication 1 , avec un veShicule acceptable .. r; 
du point de vue pharmaceutique. 

35. Composition pharmaceutique selon la revendication 34, 

• Tjaract^ris^e 1 en /ce.^ue -.Trp: dans ..lev compost _de formule ...I est -L-tryp- y 

1 5 tophylei. \ 

36. Composition pharmaceutique selon la revendication 34, carac- 
t^ris^e en ce que Trp dans le compost de formule I, est D-tryptophyle 



